Poderá a astaxantina aumentar o sucesso ecológico da Daphnia? by Costa, Liliana Santos
 Universidade de Lisboa 
Faculdade de Ciências 
Departamento de Biologia Animal 
 
 
 
 
Poderá a astaxantina aumentar o 
sucesso ecológico da Daphnia? 
 
 
 
Liliana Santos Costa 
 
Mestrado em Ecologia e Gestão Ambiental 
 
2009 
 
Universidade de Lisboa 
Faculdade de Ciências 
Departamento de Biologia Animal 
 
 
 
 
Poderá a astaxantina aumentar o 
sucesso ecológico da Daphnia? 
 
 
 
Dissertação orientada pela Professora Doutora Maria José de Lemos Boavida e 
pela Doutora Maria José Caramujo Rocha de Carvalho, para a obtenção do grau de 
Mestre. 
 
 
Liliana Santos Costa 
 
Mestrado em Ecologia e Gestão Ambiental 
 
2009 
 
Universidade de Lisboa 
Faculdade de Ciências 
Departamento de Biologia Animal 
 
 
 
 
Poderá a astaxantina aumentar o 
sucesso ecológico da Daphnia? 
 
 
 
 
 
Estudo realizado na Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa (FCUL), 
Departamento de Biologia Animal, Campo Grande, 1149-016 Lisboa, Portugal. 
 
 
 
Financiado pelo Centro de Biologia Ambiental da Faculdade de Ciências da 
Universidade de Lisboa. 
 
 
 
Capa: Fotografia de uma fêmea Daphnia magna, tirada em Setembro de 2009. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Índice 
 
 
Declaração .......................................................................................................... i 
Agradecimentos .................................................................................................. ii 
Resumo .............................................................................................................. 1 
Abstract .............................................................................................................. 2 
Introdução Geral ................................................................................................. 3 
Contexto Científico .................................................................................................... 3 
Trabalho experimental .............................................................................................. 8 
Artigo a publicar ............................................................................................... 17 
Abstract .................................................................................................................. 18 
Introduction ............................................................................................................. 18 
Material and Methods ............................................................................................. 20 
Results .................................................................................................................... 22 
Discussion .............................................................................................................. 26 
Ackowledgments ..................................................................................................... 27 
References ............................................................................................................. 28 
Considerações finais ........................................................................................ 32 
Referências ...................................................................................................... 33 
Anexos ............................................................................................................. 32 
Anexo I ................................................................................................................... 32 
Anexo II .................................................................................................................. 34 
Anexo III ................................................................................................................. 35 
Anexo IV ................................................................................................................. 36 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Declaração 
 
 
Na presente dissertação incluem-se trabalhos que serão objecto de publicação 
em colaboração com M. J. Boavida e M. J. Caramujo. 
 
A autora da dissertação declara que interveio na concepção e execução do 
trabalho experimental, no tratamento e interpretação dos resultados e na redacção do 
manuscrito a enviar para publicação. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Poderá a astaxantina aumentar o sucesso ecológico da Daphnia?    Liliana Costa, 2009 
           
i 
Agradecimentos 
 
 Quero, antes de mais, agradecer às minhas duas orientadoras, por se terem 
mostrado tão prestáveis e disponíveis para esclarecerem as minhas dúvidas durante 
todo o trabalho e pela grande simpatia com que sempre o fizeram. 
 
Quero agradecer aos meus pais pelo apoio que me deram durante a realização 
da tese e especialmente por terem aguentado o meu “mau génio” nos dias de maior 
stress. Um obrigado muito especial ao meu namorado, Marco Vaz, pela incrível 
paciência que demonstrou comigo durante este ano, pela companhia nas horas tardias 
no laboratório, pelo auxílio nas saídas de campo, por umas férias um pouco solitárias, 
e pelo carinho e apoio que sempre me deu. 
  
 Quero agradecer a todas as pessoas que conheci no laboratório de limnologia 
pela sua amizade, especialmente ao Tiago, que me deixou acompanhar uma parte do 
seu trabalho, com o qual aprendi muito. Agradeço também à Sandra, por todo o apoio 
e atenção, especialmente nos momentos em que tudo parecia mais negro. Agradeço 
ainda aos seguranças do edifício C8, cujo bom humor nos fins-de-semana muito 
ajudou à minha moral. 
 
Finalmente quero agradecer ao Centro de Biologia Ambiental (CBA) por 
financiar este estudo; à secção de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia 
Vegetal (DBV) da Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa (FCUL) por 
gentilmente nos ter cedido água MiliQ para a realização do trabalho experimental; ao 
Instituto de Oceanografia (IO) da FCUL, especialmente à Drª Vera Veloso por nos ter 
facultado a Carteria sp. e à Prof.ª Vanda Brotas e Tânia Dinis por nos permitirem ler as 
amostras de Chlamydomonas reinhardtii no HPLC; ao Espaço Biodiversidade, do 
Parque Florestal de Monsanto, em Lisboa, por me permitirem aceder às lagoas no 
espaço vedado e recolher amostras. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ii 
Poderá a astaxantina aumentar o sucesso ecológico da Daphnia?    Liliana Costa, 2009 
           
Resumo 
 
 Vários estudos provaram que as radiações ultravioletas (UVB e UVA) causam 
danos nos organismos, porém ainda existe muito a clarificar neste campo, uma vez 
que as respostas à radiação UV parecem ter um carácter específico, variando com a 
espécie considerada. Neste estudo, a alga verde Chlamydomonas reinhardtii foi 
exposta a radiação PAR (Radiação Fotossinteticamente Activa) e à radiação mista 
PAR+UVA, revelando diferenças significativas no conteúdo em carotenóides, que 
foram superiores em algas expostas a PAR+UVA do que em algas expostas só a 
radiação PAR. A Daphnia magna também foi exposta a PAR e PAR+UVA, e foi 
alimentada com três dietas diferentes de: algas expostas a (i) PAR, a (ii) PAR+UVA e 
a (iii) PAR às quais foi suplementado o pigmento carotenóide astaxantina. O 
crescimento de D. magna e o seu potencial reprodutor não foram significativamente 
afectados, nem pela exposição directa, nem indirectamente, através da dieta com 
algas expostas a UVA. O suplemento de astaxantina não melhorou a resposta da D. 
magna à UVA relativamente à resposta obtida com uma dieta sem suplemento. O 
mesmo design experimental foi aplicado à Daphnia obtusa que mostrou uma tendência 
para produzir menos ovos sob a UVA e para produzir mais ovos com a dieta 
suplementada com astaxantina, apesar de estas diferenças não serem 
estatisticamente significativas. 
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Abstract 
 
Several research articles have shown that UVB and UVA radiation cause 
damage to living organisms, but there is still much to clarify in this field because UVR 
responses seem to be species specific. In this study, the green alga Chlamydomonas 
reinhardtii was exposed to PAR (Photosynthetically Active Radiation) and UVA+PAR 
radiation, producing significantly higher concentrations of carotenoids under 
UVA+PAR. Daphnia magna was also exposed to PAR and PAR+UVA, and was fed 
three different diets: Algae exposed to (i) PAR, (ii) PAR+UVA and (iii) PAR 
supplemented with carotenoid astaxanthin. D. magna was not affected, either by direct 
exposure or indirectly, through the diet with UVA stressed algae.  Astaxanthin did not 
improve D. magna response to UVA in relation to a diet without this pigment. The same 
experimental design was applied to Daphnia obtusa and, in this case, although there 
were not statistically significant differences, a trend to produce fewer eggs under UVA 
was observed, and more eggs with the diet supplemented with astaxanthin. 
 
Keywords:  
Astaxanthin, carotenoids, Daphnia magna, ecological success, UVA.  
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Introdução Geral 
Contexto Científico 
 A radiação ultravioleta de banda B (UVB, λ= 280-320nm) é conhecida pela sua 
capacidade de causar danos nos seres vivos. Vários estudos demonstraram que a 
radiação UVB pode afectar os organismos aquáticos, desde bactérias e fitoplâncton 
(ex. De Lange & Van Donk, 1997; Hessen et al., 1997), a zooplâncton (ex. Williamson 
et al., 1994; Zellmer, 1998; Grad et al., 2001) e peixes (ex. Williamson et al., 1997). 
Também a radiação ultravioleta de banda A (UVA, λ=320-400nm), embora usualmente 
com menor perigosidade que a UVB, pode afectar o crescimento ou sobrevivência de 
bactérias, fitoplâncton, protozoários, zooplâncton e peixes. Além disso, foi 
demonstrado que a UVA alcança profundidades superiores nos meios aquáticos 
relativamente a UVB (Williamson et al., 2001). 
 Na natureza o fitoplâncton é normalmente mais negativamente afectado pela 
UVA do que o zooplâncton, pois aquele necessita de se expor à luz para realizar a 
fotossíntese. Contudo, alguns mecanismos como a produção de determinados 
pigmentos fotoprotectores e pequenas migrações em certas espécies podem ajudar os 
organismos a protegerem-se dos efeitos nocivos desta radiação (Vinebrooke & Leavitt, 
1999; Lacuna & Uye, 2000; De Lange & Lürling, 2003). Por outro lado, o zooplâncton 
pode deslocar-se activamente na coluna de água e algumas espécies como Daphnia 
magna Straus, 1982 (Crustacea: Cladocera) são repelidos pela UV (260-380 nm) e 
atraídos pela luz visível (420-600nm) (Smith & Macagno, 1990; Williamson et al., 1994; 
Leech & Williamson, 2000; De Lange & Lürling, 2003). 
 Hessen et al., 1997, Vinebrooke & Leavitt, 1999 e Kelly et al. 2003, 
demonstraram que a UVA afecta negativamente as algas a vários níveis: reduzindo a 
absorção de nutrientes, causando a perda ou desactivação de flagelos, afectando a 
acumulação intracelular dos produtos da fotossíntese (lípidos e carbohidratos) e de 
ácidos gordos, alterando a forma da célula ou as propriedades da parede celular, ou 
mesmo causando inibição da fotossíntese. Este facto sugere que a separação de 
320nm entre a UVA e a UVB não é uma barreira ecológica significativa para as algas 
(Vinebrooke & Leavitt, 1999). Vários estudos, tanto no campo quanto em laboratório, 
têm demonstrado que os indivíduos do género Daphnia quando expostos a UVA 
podem ter a sua capacidade reprodutiva diminuída ou podem mesmo sofrer letalidade 
(Zellmer, 1998; Williamson et al., 2001). Além deste efeito directo, o UVA pode afectar 
indirectamente as Daphnia pela redução da qualidade ou quantidade do seu alimento 
(Van Donk & Hessen, 1994; De Lange & Van Donk, 1997; Hessen et al., 1997; 
Zellmer, 1998; Clair et al., 2001). Por outro lado, sabe-se que a UVA pode ter efeitos 
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benéficos em algumas espécies ao estimular a reparação fotoenzimática (PER, 
também referido como fotoreparação), que consiste num processo molecular mediado 
pela luz que repara o DNA danificado pela UVB (Vinebrooke & Leavitt, 1999; 
Williamson et al., 2001). 
 As várias respostas à UVA encontradas nos vários organismos do fitoplâncton 
e zooplâncton de facto podem ser negativas, neutras ou benéficas, e as diferenças 
podem dever-se à posição taxonómica, aos mecanismos de defesa contra a UV 
(PER), à disponibilidade de nutrientes, aos refúgios no habitat, ao ciclo de vida e a 
adaptações comportamentais como as migrações verticais (Hessen et al., 1997; 
Vinebrooke & Leavitt, 1999; Leech & Williamson, 2000).  
 Para melhor compreender como as comunidades naturais respondem às 
variações ambientais de UV é necessária informação sobre a forma como as várias 
espécies respondem aos vários comprimentos de onda. Nesse sentido este trabalho 
vem enriquecer a literatura disponível com mais informação sobre respostas de 
determinados organismos aquáticos à UVA. O objectivo principal deste estudo foi 
avaliar a resposta da Daphnia magna à UVA utilizando parâmetros de crescimento e 
reprodução. Testaram-se também, além do efeito directo da UVA, os efeitos indirectos, 
através da ingestão de algas submetidas a radiação UVA. 
A Daphnia foi escolhida como organismo experimental por formar um elo 
particularmente importante na cadeia trófica das águas doces. Constitui um alimento 
importante na dieta de peixes planctívoros e enquanto herbívoro exerce uma forte 
pressão sobre fitoplâncton e bactérias, alimentando-se por filtração de células com 5-
50 μm (Williamson et al., 1996; Zellmer, 1998; Williamson et al., 2001; Sarma et al., 
2005). Por outro lado, é um organismo fundamental para o melhoramento ou 
manutenção da qualidade da água (diminuindo a densidade das algas e tornando, 
deste modo, as águas mais límpidas). 
 Embora inicialmente se pensasse realizar o presente estudo apenas com 
Daphnia obtusa Kurz, 1874, por ser um cladócero pouco estudado, ao contrário de 
espécies como Daphnia magna (Sarma et al., 2009), o facto de esta espécie não se 
ter adaptado às condições do laboratório levou a que se trabalhasse essencialmente 
com D. magna. 
Segundo Ruppert e Barnes, 1996, D. magna é classificada taxonomicamente 
no filo Arthropoda, subfilo Crustacea, classe Branchiopoda, ordem Diplostraca, 
subordem Cladocera, família Daphniidae. Dentro do género Daphnia, esta espécie 
situa-se no subgénero Ctenodaphnia (Alonso, 1996). Vulgarmente é designada por 
pulga-de-água. 
As fêmeas D. magna podem ter até 5-6 mm de comprimento enquanto os 
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machos pouco excedem os 2 mm. Os machos são assim facilmente distinguíveis das 
fêmeas por serem mais pequenos, além de tipicamente possuírem antênulas muito 
desenvolvidas (Edmondson, 1959; Alonso, 1996). O corpo destes animais é 
comprimido lateralmente e tem um contorno ovalado. O elmo cefálico é grande e as 
antênulas imóveis. Têm cinco pares de apêndices torácicos, sendo que o primeiro 
apresenta cinco sedas plumosas, o que constitui uma excepção, pois as outras 
espécies apresentam quatro. Esta espécie tem também a particularidade morfológica 
de apresentar os dentículos anais no pós-abdomen bem separados em duas séries 
(Alonso, 1996). 
Estes organismos nadam utilizando as segundas antenas, num movimento 
predominantemente vertical, assemelhando-se a pequenos saltos. Têm um olho 
naupliano composto e séssil, e um ocelo numa posição inferior. 
Têm um padrão reprodutivo cíclico, que depende de factores abióticos, sendo a 
partenogénese comum à classe. Os ovos diplóides partenogenéticos são produzidos 
em cachos e desenvolvidos na câmara incubadora, localizada dorsalmente, por baixo 
da carapaça. Em certas condições as D. magna podem formar ninhadas muito 
numerosas. O desenvolvimento dos ovos é directo e os jovens são libertados da 
câmara incubadora por meio de uma flexão ventral do pós-abdómen da fêmea. Os 
ovos partenogenéticos são libertados por gerações, podendo uma fêmea produzir uma 
sucessão de ninhadas.  
Na presença de machos são produzidos os ovos fertilizados – ephippia (pl.), 
ephippium (sg.) – dois por ninhada, um de cada ovário. As paredes da câmara 
incubadora são transformadas de forma a constituírem uma cápsula protectora, que é 
libertada na muda seguinte. Através destes ovos os cladóceros podem dispersar-se 
pelo vento ou por meio de animais e sobreviver ao Inverno e às secas de Verão 
(Ruppert & Barnes, 1996). Estes ovos resistentes são normalmente produzidos em 
condições de stress e derivam da recombinação dos genes da fêmea e do macho.  
O ciclo de vida, do ovo até a morte do adulto, varia de acordo com as 
condições ambientais. Em geral, a duração do ciclo de vida aumenta com o 
decréscimo da temperatura, em função da diminuição da actividade metabólica 
(Brentano, 2006).  
Estes organismos habitam preferencialmente massas de água pouco 
profundas, como charcos e pequenos lagos, com pouca turbulência e elevada 
exposição à radiação solar (Edmondson, 1959; Alonso, 1996). Podem encontrar-se em 
águas doces ou salobras, a baixa ou média altitude em relação ao nível do mar, 
estando amplamente distribuídas pelo hemisfério norte (Alonso, 1996; Brentano, 
2006). Geralmente encontram-se em regiões áridas e toleram uma ampla variação das 
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condições ambientais. São muito resistentes a contaminações, o que permite a sua 
utilização em testes de toxicidade da água (Alonso, 1996). 
As duas algas utilizadas como alimento para a D. magna foram Carteria sp. e 
Chlamydomonas reinhradti Dangeard, 1899. Ambas as espécies se encontram 
classificadas taxonomicamente na divisão Chlorophyta, classe Chlorophyceae, ordem 
Volvocales, família Chlamydomonadaceae (http://www.itis.gov/ servlet/SingleRpt/Singl 
eRpt?search_topic=TSN&search_value=5429, consultado em Setembro de 2009). 
A Carteria sp. é um género de algas verdes unicelulares, tipicamente esféricas, 
variando de 10 a 45 µm e com quatro flagelos anteriores. Têm um cloroplasto e um ou 
mais pirenóides, um núcleo mais ou menos central e vacúolos contrácteis 
posicionados anteriormente. Este género está amplamente distribuído, ocupando 
habitats de água doce e habitats terrestres, como solo, charcos temporários e lagos 
eutróficos (http://www.eol.org/pages/115912; http://www.algaebase.org/search/genus/ 
detail/?genus_id=43319&sk=0, consultados em Setembro de 2009). 
O género Chlamydomonas é constituído por algas verdes unicelulares, 
aproximadamente esféricas, com cerca de 10 µm e dois flagelos iguais posicionados 
anteriormente. Têm um cloroplasto, com um ou mais pirenóides e um “olho” embebido 
no cloroplasto que recebe a luz. Possuem um núcleo tipicamente central, vacúolos 
contrácteis anteriores e por vezes encontram-se rodeadas de uma capa gelatinosa. 
Encontra-se distribuído por todo o planeta, especialmente em habitats como o solo e 
massas de água doce (como charcos temporários e lagos eutróficos), embora algumas 
espécies sejam encontradas em meios marinhos e em neve derretida. Este género 
engloba mais de 500 espécies diferentes, sendo a Chlamdomonas reinhardtii a 
espécie mais utilizada em trabalhos laboratoriais (Canter-Lund & Lund, 1995; 
http://www.eol.org/pages/115912; http://www.algaebase.org/search/genus/detail/?genu 
s_id=43319&sk=0; http://www.chlamy.org/info.html, consultados em Setembro de 
2009). 
 Além dos aspectos mencionados, neste estudo também se avaliou a potente 
actividade antioxidante do cetocarotenóide astaxantina (3,3’-dihydroxy-β,β-carotene-
4,4’dione) (Fig. 1), investigando-se a possibilidade dos malefícios da radiação UVA 
serem atenuados quando este composto é adicionado à dieta de algas. 
 
Figura 1. Molécula de astaxantina (imagem retirada de Naguib, 2000). 
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Os carotenóides são pigmentos encontrados em plantas e microorganismos e, 
em geral, não são sintetizados de novo por animais, que os obtêm directamente da 
dieta ou por bioconversão a partir de outros carotenóides. Foram identificados na 
natureza cerca de 600 carotenóides (Rock, 1997). A astaxantina (AST) é o pigmento 
carotenóide vermelho mais comum nos animais aquáticos, como por exemplo no 
salmão, no camarão e em vários zooplanctontes (Hata et al., 2001; Guerin et al., 2003; 
Miao et al., 2006). Na natureza é sintetizado de novo por um número limitado de 
organismos, incluindo algumas bactérias marinhas e micro algas verdes. Entre as 
algas há a considerar a alga marinha Agrobacterium aurantiacumi e as algas verdes 
Haematococcus pluvialis e Chlorella zofingiensis, que têm a capacidade de acumular 
grandes quantidades de astaxantina quando expostas a luminosidade intensa ou 
elevada salinidade (Li et al., 2008). Haematococcus pluvialis acumula as 
concentrações mais elevadas de astaxantina encontradas na natureza (mais de 4% de 
astaxantina) (Hata et al., 2001; Guerin et al., 2003). 
A astaxantina pode ser sintetizada por várias vias metabólicas. Por exemplo, 
em Chlorella zofingiensis a astaxantina pode ser produzida a partir da zeaxantina (Li et 
al., 2008) e em Scenedesmus obliquus pode ser sintetizada pela via do β-caroteno 
(Qin et al., 2008). Embora os mamíferos e a maioria dos peixes não consigam 
converter outros carotenóides da sua dieta em astaxantina, os crustáceos têm a 
capacidade limitada de converter carotenóides relacionados em astaxantina, apesar 
de beneficiarem de serem alimentados directamente com astaxantina (Guerin et al., 
2003). 
Além da protecção contra os efeitos da UV e contra a oxidação de ácidos 
gordos essenciais poli-insaturados, a astaxantina também está envolvida em 
processos de resposta imunológica, pigmentação, comunicação, comportamento 
reprodutivo e melhoramento da reprodução (Guerin et al., 2003). Este carotenóide é 
particularmente interessante como estabilizador de espécies reactivas de oxigénio por 
ser 10 vezes mais eficaz como antioxidante do que qualquer outro carotenóide (Miki, 
1991). A astaxantina actua como antioxidante biológico, absorvendo o excesso de 
energia contida no oxigénio singleto e radicais livres (Naguib, 2000). Ao absorver a 
energia de excitação de oxigénio singleto na sua própria cadeia, a molécula de 
carotenóide destrói-se e evita a destruição de outras moléculas ou tecidos (Guerin et 
al., 2003). 
Em relação especificamente às algas, propôs-se que a astaxantina funciona 
como “protector solar”, reduzindo a quantidade de luz que alcança o sistema 
fotossintético, funcionando como antioxidante contra espécies reactivas do oxigénio ou 
produto final de reacções de protecção (Del Campo et al., 2004; Pelah et al., 2004; Li 
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et al., 2008). A astaxantina é importante tanto na protecção contra a UVB como 
também na protecção contra os malefícios da UVA, tal como foi demonstrado em 
Haematococcus pluvialis (Kobayashi & Okada, 2000). 
   
Trabalho experimental 
Iniciou-se o trabalho, no laboratório de Limnologia da Faculdade de Ciências da 
Universidade de Lisboa, executando três réplicas experimentais com a espécie D. 
obtusa. Esta espécie já se encontrava no laboratório desde a sua colheita em 2007, 
nos charcos temporários do sector B localizados no Parque Natural do Sudoeste 
Alentejano e Costa Vicentina (PNSACV), Portugal. Uma vez que a população de D. 
obtusa se extinguiu no laboratório, foram realizadas quatro saídas de campo com o 
objectivo de recolher esta espécie. 
(1) Lago artificial do Campo Grande (38º45’23.31’’N, 9º09’13.97’’W, alt. 80m) – 04 
Dezembro 2008 – encontrou-se Daphnia parvula. 
(2) Lagoas no Parque Florestal de Monsanto, na área restrita do Espaço 
Biodiversidade (38º44’19.65’’N, 9º11’04.45’’W, elev. 128m e 38º44’19.76’’N, 
9º11’00.84’’W, alt. 119m) (Anexo I – Imagens 1 e 2) – 19 Dezembro 2008 – não 
foi encontrado nenhum organismo do género Daphnia. 
(3) Charcos na zona das salinas de Alverca do Ribatejo (38º52´51.61’’N, 
9º02’29.49’’W, alt. 5m) – 13 Janeiro 2009 – encontrou-se D. magna. 
(4) Charcos na zona das salinas de Alverca do Ribatejo (38º52´51.61’’N, 
9º02’29.49’’W, alt. 5m) (Anexo I – Imagens 3 e 4) – 26 Fevereiro 2009 – 
encontrou-se D. magna. 
 
Uma vez que a espécie desejada não foi encontrada, a investigação 
prosseguiu com a D. magna recolhida na primeira saída de campo a Alverca. Com 
esta espécie foram realizadas nove réplicas experimentais, das quais apenas seis 
foram analisadas, uma vez que as restantes três apresentaram um número anómalo 
de abortos provavelmente resultado de oscilações apreciáveis de temperatura no 
laboratório, durante a experiência.  
O design experimental seguido para cada réplica encontra-se seguidamente 
explicado. 
Três indivíduos foram colocados num copo de vidro branco transparente, com 
175 mL de água mineral Caramulo® (Fig. 2) suplementada com CaCl2.2H2O de modo 
a atingir a concentração final de 293 mg L-1 (concentração final no meio de cultura M4 
- ISO, OECD, RIZA) e previamente arejada durante uma hora no mínimo. A 
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temperatura média da água durante a experimentação foi de 22º ± 2º.  
 
 
Figura 2. Rótulo de uma garrafa de água mineral Caramulo®. 
 
Os indivíduos de cada réplica pertenciam no máximo a três ninhadas 
diferentes, sendo distribuídos aleatoriamente mas equitativamente pelos copos, de 
forma a garantir que cada copo tivesse um indivíduo de cada ninhada. O nível da água 
foi inspeccionado e mantido por reposição de dois em dois dias, após as medições, 
sendo a água totalmente substituída a cada quatro dias.  
A cada copo foi aplicado um tratamento diferente – seis tratamentos no total. 
Três dos copos foram sujeitos a radiação PAR (Fluora, 18 W, 590mm, Osram) e os 
outros três copos foram sujeitos a radiação PAR + UVA (Actinic BL, 20 W, 590mm, 
Philips, 5 W.m-2). As Daphnia sob PAR foram sujeitas a 14 horas de luminosidade 
(06:30 – 20:30) e as Daphnia sob PAR+UVA foram sujeitas ao mesmo regime de 
radiação PAR com a adição de 8 horas de luminosidade UVA (λ=320-400nm; 10:00 – 
18:00). A intensidade da UVA foi medida com o sensor de UVA Spect. Sense, Skye 
Instruments Lta, Wales, UK, Skye RS232. Com a radiação aplicada e o número de 
horas de exposição pretendeu-se simular a radiação natural incidente na água, a 10 
cm de profundidade, numa região temperada. 
Em cada grupo de três copos sob cada regime luminoso foram aplicadas três 
dietas: (1) algas que cresceram sob radiação PAR (regime de radiação igual à 
atribuída às Daphnia), (2) algas que cresceram sob radiação UVA + PAR (radiação 
igual à atribuída às Daphnia) e (3) algas que cresceram sob radiação PAR (radiação 
igual à atribuída às Daphnia) e às quais foi posteriormente adicionado 0,5 mg de 
astaxantina (A9335, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). 
A Tabela 1 permite uma melhor compreensão do esquema da actividade 
experimental desenvolvida. 
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Tabela 1. Esquema dos tratamentos aplicados. 
 Dieta 1 – Algas sob 
radiação PAR 
Dieta 2 – Algas sob 
radiação PAR + UVA  
Dieta 3 – Dieta 1 + 
Astaxantina 
Radiação PAR Rad. PAR + Dieta 1 Rad. PAR + Dieta 2 Rad. PAR + Dieta 3 
Radiação PAR 
+ UVA 
Rad. PAR+UVA + 
Dieta 1 
Rad. PAR+UVA + 
Dieta 2 
Rad. PAR+UVA + 
Dieta 3 
 
O meio de cultura para as algas foi feito com base no protocolo modificado 
para o meio WC, para culturas de algas de água doce, incluindo diatomáceas 
(modificado por Guillard e Lorenzen, 1972, 1975; Nichols, 1973).  
A quantidade de alimento (expressa como concentração de clorofila a – Chl a) 
atribuída diariamente a cada copo foi de 150 μg Chl a L-1. Sterner, 1993, disponibilizou 
0,5 mg carbono L-1 às Daphnia da sua experiência e, visto que Riemann, 1989, 
concluiu que a quantidade de clorofila a por unidade de carbono no fitoplâncton varia 
entre 1,22 e 6,08%, a quantidade máxima que Sterner disponibilizou foi de 30,4 μg de 
Chl a L-1. Outros autores, como Heugen et al., 2006, disponibilizaram maior quantidade 
de carbono (2 mg C L-1).  
As D. obtusa foram alimentadas com três espécies de diatomácias diferentes 
recolhidas na albufeira de Castelo de Bode, Portugal (Fragilaria sp., Nitschia sp., e 
Luticola sp.), numa razão de conteúdo de clorofila a de 1:1:1. Contudo, estas algas 
apresentavam valores de crescimento muito baixos. Neste contexto, tentou-se 
optimizar o meio de cultura WC para a cultura de Fragilaria sp., mas sem sucesso 
(Anexo II). Assim, optou-se por alimentar as D. magna com duas culturas de algas 
verdes numa razão de massa de clorofila a de 1:1. As algas utilizadas foram Carteria 
sp., cedida pelo Instituto de Oceanografia (IO, FCUL) e Chlamydomonas reinhardtii, 
adquirias no Instituto de Investigação das Pescas e do Mar (IPIMAR), para as quais 
foram feitas as respectivas curvas de crescimento (Anexo III), com o fim de fornecer o 
alimento às Daphnia na fase de crescimento exponencial das algas. 
 A concentração de clorofila a foi quantificada fluorometricamente 
(Spectrofluorometer Jasco FP-750, Japão, excitação λ=420 nm, emissão λ=675 nm), 
após a filtragem das algas em filtros de vidro (Glass microfibre filters GF/F Cat. 
Nº1825-025, Whatman Ltd. England) e extracção (no escuro) em metanol a 100% 
(Wetzel & Likens, 1990). 
A análise dos carotenóides presentes nas amostras sob PAR e UVA+PAR foi 
feita por cromatografia líquida (HPLC, Shimadzu, Japão), utilizando uma coluna 
Supelco C18 (5 µm particle size; 250 mm comprimento x 4,6 mm diâmetro interno, 
Sigma-Aldrich Inc., USA), no laboratório de Botânica Marinha do IO. Foram analisadas 
duas amostras de algas crescidas sob cada tipo de luz. Os pigmentos foram 
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identificados de acordo com as características do seu espectro de absorvância e 
mobilidade cromatográfica, depois de comparados com os valores de padrões 
conhecidos. A identificação da clorofila a e produtos da sua degradação (feofitina a) foi 
realizada por fluorescência (excitação λ=430 nm; emissão λ=665 nm). A concentração 
dos pigmentos foi calculada relacionando a área dos picos do cromatograma com a 
correspondente concentração na amostra através do uso de rectas de calibração 
obtidas com pigmentos padrão (Sigma-Aldrich Inc., USA; DHI Water and Environment, 
Denmark). 
A astaxantina foi disponibilizada como alimento juntamente com as algas, que 
a adsorveram, evitando-se assim que o carácter hidrofóbico deste pigmento impedisse 
as Daphnia de o ingerirem directamente. A quantidade de astaxantina atribuída foi 
estimada através da análise de experiências preliminares no laboratório de Limnologia, 
que indicaram que uma quantidade superior à referida (0,5 mg) não é assimilada pelas 
Daphnia, pois é excretada por estes organismos. 
A duração do procedimento experimental para cada réplica foi de 20 dias para 
D. obtusa e 19 dias para a D. magna. No último dia da experimentação, as Daphnia 
em estudo foram cuidadosamente filtradas e congeladas a -80ºC para posterior 
análise do seu conteúdo em astaxantina. 
Inicialmente planeou-se analisar os carotenóides nas amostras congeladas de 
D. magna por HPLC mas tal não foi possível. Tentou-se então analisar algumas D. 
magna por TLC em colunas de sílica (Silica gel 60, Merck Co, Alemanha, 20 cm), 
testando vários solventes (hexano, acetona, metanol e clorofórmio), contudo os 
resultados foram pouco satisfatórios devido a extracção ineficiente e pouca separação 
dos pigmentos. 
Os parâmetros medidos a cada dois dias durante o período de experimentação, 
foram o comprimento do corpo da Daphnia (excluindo o espinho caudal), a idade e o 
comprimento das primíparas (quando depositaram pela primeira vez ovos na câmara 
incubadora), o número de ovos partenogenéticos, o número de ovos abortados, o 
comprimento dos juvenis das primeiras e segundas ninhadas e o número máximo de 
ninhadas por tratamento. 
A análise estatística dos dados foi realizada nos programas Microsoft ExelTM 
2007 e StatSoft Statistica7TM. Uma vez que os resultados referentes a D. obtusa não 
serão sujeitos a publicação, encontram-se devidamente descritos no Anexo IV. 
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Artigo a publicar 
Can astaxanthin increase the ecological success of Daphnia? 
Abstract 
Several research articles have shown that UVB and UVA radiation cause 
damage to living organisms, but there is still much to clarify in this field because UVR 
responses seem to be species specific. In this study, the green alga Chlamydomonas 
reinhardtii was exposed to PAR (Photosynthetically Active Radiation) and UVA+PAR 
radiation, producing significantly higher concentrations of carotenoids under 
UVA+PAR. Daphnia magna was also exposed to PAR and PAR+UVA, and was fed 
three different diets: Algae exposed to (i) PAR, (ii) PAR+UVA and (iii) PAR 
supplemented with carotenoid astaxanthin. D. magna was not affected, either by the 
direct expose or indirectly, through the diet with UVA stressed algae.  Astaxanthin did 
not improve D. magna response to UVA in relation to a diet without this pigment. 
 
Keywords: Astaxanthin, carotenoids, Daphnia magna, ecological success, UVA.  
 
Introduction  
Solar radiation influences living organisms in many different ways depending on 
its spectral composition. Longer wavelengths are required for vision in animals and 
photosynthesis in plants, while shorter wavelength ultraviolet B (UVB) radiation (λ=280-
320 nm) is damaging to living organisms (Williamson et al., 2001). Several studies 
have shown that UVB radiation can have detrimental effects on aquatic organisms, 
ranging from bacteria and phytoplankton (e.g. De Lange & Van Donk, 1997; Hessen et 
al., 1997), to zooplankton (e.g. Williamson et al., 1994; Zellmer, 1998; Grad et al., 
2001) and fish (e.g. Williamson et al., 1997).  
Although the harmful effects of UV radiation tend to be worse with decreasing 
wavelengths, ultraviolet A (UVA) radiation (λ=320-400 nm) also can cause substantial 
inhibition of growth or survival in bacteria, phytoplankton, protozoa, zooplankton, and 
fish. More over, it has been shown that UVA penetrates substantially deeper within a 
lake than does UVB (Williamson et al., 2001). 
Generally, phytoplankton in nature is more affected by UV than zooplankton, 
because it requires light for photosynthesis and so it will necessarily be exposed to 
UVA radiation. However, most species produce photoprotective pigments and may 
avoid UV exposure by migrating to higher depth in the water column and some 
epilimnetic phytoplankton even migrate into the sediments (Vinebrooke & Leavitt, 1999; 
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Lacuna & Uye, 2000; De Lange & Lürling, 2003). Zooplankton on the other hand can 
move more actively through the water column, and some species like Daphnia magna 
Straus, 1982 (Crustacea: Cladocera) were found to be negatively phototactic to 
monochromatic UV wavelengths (λ=260-380 nm) and positive phototactic to visible 
light (λ=420-600nm) (Smith & Macagno, 1990; Williamson et al., 1994; Leech & 
Williamson, 2000; De Lange & Lürling, 2003). 
Hessen et al., 1997, Vinebrooke & Leavitt, 1999, and Kelly et al., 2003, 
demonstrated that UVA negatively affect algae, reducing the uptake of inorganic 
nutrients, causing loss or inactivation of flagella, affecting the accumulation of 
intracellular photosynthetic products (lipids or carbohydrates) and fatty acids, altering 
cell size or cell wall properties, and even causing photoinhibition. This suggests that 
the 320 nm cutoff between UVA and UVB does not represent an ecologically 
meaningful boundary for algae (Vinebrooke & Leavitt, 1999). Zellmer, 1998, and 
Williamson et al., 2001, demonstrated that UVA can directly cause severe damage to 
Daphnia, affecting reproductive parameters or causing lethality. In addition, UVA can 
cause indirect effects on Daphnia reducing the quality or quantity of food supply (Van 
Donk & Hessen, 1994; De Lange & Van Donk, 1997; Hessen et al., 1997; Zellmer, 
1998). On the other hand, UVA may have beneficial effects in some species by 
stimulating photoenzymatic repair. Photoenzymatic repair (PER, also referred to as 
"photoreactivation," or "photorepair") is a light-mediated molecular process that repairs 
UVB-damaged DNA (Vinebrooke & Leavitt, 1999; Williamson et al., 2001). 
The various different responses to UVA found in phytoplankton or zooplankton 
are likely attributable to taxonomy, mechanisms of UVR defense (PER), availability of 
nutrients, refugia in each habitat, life-cycle stage and behavioral adaptation such as 
vertical migrations (Hessen et al., 1997; Vinebrooke & Leavitt, 1999; Leech & 
Williamson, 2000).  
To understand how natural communities respond to environmental variations in 
UVR, information on how the various species respond to the different wavelengths is 
essential. Therefore the central goal of this work was to evaluate the response of 
Daphnia magna to UVA by assessing the response of various life-cycle parameters. 
The experiment tested not only the direct effect of UVA in D. magna but also the 
indirect effect, through the ingestion of UVA stressed algae. 
Daphnia was chosen as the experimental organism because it forms a 
particularly important link in many pelagic freshwater food webs. It is an important food 
item in the diet of planktivorous fish, and it exerts strong grazing pressures on 
phytoplankton and bacteria (Williamson et al., 1996; Zellmer, 1998; Williamson et al., 
2001; Sarma et al., 2005).  
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In addition, the potent antioxidant activity of the ketocarotenoid astaxanthin 
(3,3’-dihydroxy-β,β-carotene-4,4’dione) was studied. The antioxidant activity of this 
secondary carotenoid has been reported to be 10 times stronger than that of other 
carotenoids, namely, zeaxanthin, lutein, canthaxanthin, and β-carotene (Miki, 1991), so 
this work evaluates the effect that astaxanthin has in helping D. magna to face the 
damaging UVA radiation. 
Astaxanthin (AST) is the most commonly occurring red carotenoid in aquatic 
animals, like salmon and crustaceans (Hata et al., 2001; Guerin et al., 2003; Miao et 
al., 2006). In nature, it is synthesized in a limited number of organisms including some 
marine bacteria and green microalgae. For example, the marine alga Agrobacterium 
aurantiacum, the green algae Haematococcus pluvialis, and Chlorella zofingiensis 
have the ability to accumulate high amounts of astaxanthin when exposed to high light 
or high salinity (Li et al., 2008). Astaxanthin can be produced through various 
pathways, e. g., in Chlorella zofingiensis astaxanthin can be produced from zeaxanthin 
(Li et al., 2008), and in Scenedesmus obliquus it can be synthesized from β-carotene 
(Qin et al., 2008). 
Mammals and most fish are unable to convert other dietary carotenoids into 
astaxanthin but crustaceans have a limited capacity to convert closely related dietary 
carotenoids into astaxanthin, although they benefit from being directly fed astaxanthin 
(Guerin et al., 2003).  
Several essential biological functions of astaxanthin include protection against 
oxidation of essential polyunsaturated fatty acids and protection against UV light effects 
(Guerin et al., 2003). In algal cells astaxanthin has been proposed to function as 
“sunscreen” to reduce the amount of light striking the photosynthetic apparatus, 
antioxidant against reactive oxygen species or the end-product of protective reactions 
(Del Campo et al., 2004; Pelah et al., 2004; Li et al., 2008). Astaxanthin not only has a 
protective role against UVB but also protects against UVA radiation, as it has been 
shown in Haematococcus pluvialis (Kobayashi & Okada, 2000). 
 
Material and Methods 
This experiment was carried out in January-July 2009. Daphnia used in this 
study were caught in a small pond (about 20 cm of depth) with high exposal to sun’s 
radiation, in Alverca do Ribatejo, Portugal (38º52´51.61’’N, 9º02’29.49’’W, 5 m a.s.l.), 
using a Wisconsin type net of 80 µm mesh size, and brought back to the laboratory, 
where the species was identified and acclimated to the experimental conditions. 
Specimens were collected on 13 January 2009. 
Daphnia was grown in commercial mineral water Caramulo® (chemical analysis 
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in mg L-1: HCO3
- 36, Cl- 6.0, NO3
- 1.1, Ca2+ 3.0, Na+ 14, Mg2+ 1.8, SiO2 30, total 
mineralization 100; pH 6.5), supplemented with CaCl2.2H2O, to obtain the final 
concentration of 293 mg L-1 as recommended in OEDC guidelines for the culture of 
Daphnia (M4 medium, ISO, OECD, RIZA).  The water was previously aerated for one 
hour and kept at 22 ± 2ºC during the experiment. Experimental animals were contained 
in transparent glass cups with 175 mL of water. The cups and the water were replaced 
every 4 days and the volume of water was replenished every 2 days. 
The design of the experiment included multiple comparisons. It was based on 
six units, each one composed of a glass cup with three 0-6h juveniles of Daphnia. 
These juveniles were chosen from the maximum of three clutches and equally 
distributed through the cups. The cups were exposed to two light treatments and three 
types of diet; therefore there were a total of six different treatments in total. Three cups 
were exposed to PAR (Photosynthetically Active Radiation, λ=400-700 nm) and the 
other three cups were exposed to UVA (λ=320-400 nm)+PAR. PAR was provided by 
white fluorescent lamps Osram, 18W, Fluora and UVA was provided by Actinic BL 
lamps, 20 W, 590 mm, Philips. All lamps were installed about 20 cm above the cups. 
All Daphnia were grown under a 14:10 h light:dark photoperiod, and Daphnia under 
UVA+PAR were exposed to an additional UVA radiation regime of 8h per day. The 
intensity of UVA was 5 W m-2, measured with UVA sensor Spect. Sense, Skye 
Instruments Lta, Wales, UK, Skye RS232. 
Within each group of three cups, three different diets were applied: Diet 1 – 
algae grown under PAR, diet 2 – algae grown under UVA+PAR, and diet 3 – algae 
grown under PAR and to which 0.5 mg of astaxanthin (A9335, Sigma Chemical Co., St 
Louis, MO, USA) was added. The light regimes and lamps were the as same applied to 
Daphnia. 
 The algae were grown with fresh WC-medium (Guillard e Lorenzen, 1972, 
1975; Nichols, 1973) and were harvested in the exponential phase of their growth. 
Algae under UVA were exposed to this radiation since day 1. Daphnia were fed daily 
with 150 μg Chl a L-1. Two different cultures of green algae (chlorophyceae) were used, 
in 1:1 proportion, (1) Carteria sp., obtained from the Institute of Oceanography (IO) at 
Faculty of Sciences of the University of Lisbon (FCUL), Portugal, and the (2) 
Chlamydomonas reinhardtii from the Institute of Fisheries and Sea Research (IPIMAR), 
Portugal. Chlorophyll a was quantified fluorometrically (Spectrofluorometer Jasco FP-
750, Japan, excitation λ=420 nm, emission λ=675 nm) after filtration of the algae 
(Glass microfibre filters GF/F Cat. Nº1825-025, Whatman Ltd. England) and extraction 
with 100% methanol in the dark (Wetzel & Likens, 1990). 
 The differences in the concentration of carotenoids between Chlamydomonas 
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reinhardtii grown under PAR and under UVA+PAR were analyzed by High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Two samples were obtained from each 
light type. Samples were subjected to two five minutes episodes of bath sonication 
(Branson Ultrasonics, Danbury CT, USA) intermitted by a pause of 15 minutes at          
-20ºC, and placed during one hour at 4ºC to fully extract the pigments. The analysis of 
pigments was done using a Shimadzu HPLC system (Shimadzu Co., Kyoto, Japan) 
equipped with a Supelco C18 column (5 µm particle size, 250 mm length x 4.6 mm 
internal diameter; Sigma-Aldrich Inc., USA), a photodiode array detector (PDA) and a 
fluorescence detector. Analytical separation of pigments was achieved by gradient 
delivery of three mobile phases adapted from Kraay et al., 1992, by Brotas & Plante-
Cuny, 2003. Pigments were identified according to the characteristics of their 
absorbance spectra and chromatographic mobility after comparison with known 
standards. The identification of chlorophyll a and phaeophytin a was confirmed by 
fluorescence detection (excitation λ=430 nm; emission λ=665 nm) to prevent 
interference from non-fluorescent pigments (Bianchi, Dawson & Sawangwong, 1988). 
Pigment concentration was calculated relating the respective peak area in the recorded 
chromatogram with the corresponding area of calibrated pigment standards (Sigma-
Aldrich Inc., USA; DHI Water and Environment, Denmark) and pigment concentration 
was expressed as weight (μg mL-1). 
Each replicate experiment with Daphnia lasted for 19 days, and 6 replicates 
were performed. Every two days the following parameters were measured: Daphnia 
body length (from the anterior edge of the carapace to the base of the tail spine), age 
and length of the primiparous females (when Daphnia laid eggs in the brood pouch for 
the first time), clutch size (CLS), number of abortions, length of the juveniles from first 
and second clutch and the maximum number of clutch per treatment. 
 Data were checked for normality (Shapiro-Wilk test) and homogeneity of 
variance (Levene’s test), and were transformed when necessary to meet these 
assumptions. Repeated measures multivariate analysis of variance (RM-MANOVA) 
was used to test for the effect of light and diet treatments in Daphnia body length over 
time. Two-way ANOVAs were applied to data on the other Daphnia parameters to 
analyze the effects of light, diets and their interaction. t test were applied to the pigment 
content of algae to test for pigment content differences in algae exposed to the two 
light treatments. Statistical analyses were carried out using Microsoft Excel 2007TM and 
StatSoft Statistica7TM. 
Results  
The pigment composition of Chlamydomonas reinhardtii consists of chlorophyll 
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a (Chl a), chlorophyll b (Chl b), lutein (Lut), neoxanthin (Neo), violaxanthin (Viol), β-
carotene (βCar), and zeaxanthin (Zea). The percentage of concentration of the various 
pigments varied between the two light treatments (Chl a: UVA+PAR 62.62%, PAR 
62.71%; Chl b: UVA+PAR 17.40%, PAR 20.65%; Lut: UVA+PAR 8.38%, PAR 6.27%; 
Neo: UVA+PAR 4.00%, PAR 5.36%; Viol: UVA+PAR 5.39%, PAR 3.69%; βCar: 
UVA+PAR 1.73%, PAR 1.21%; Zea: UVA+PAR 0.48%, PAR 0.11%).  
The proportion of phaeophytin a (Phytin a) (Phytin a per Chl a) was significantly 
higher under UVA+PAR radiation (p<0.05), while the proportion of Chl b per Chl a was 
higher under PAR (p<0.001). The proportion of total carotenoids 
(βCar+Lut+Zea+Viol+Neo per Chl a+Phytin a) revealed highly significant differences 
(p<0.001) being highest under UVA+PAR. The proportions of Zea (Zea per Chl 
a+Phytin a) (p<0.05), Viol (Viol per Chl a+Phytin a) (p<0.01) and Zea+Viol+Neo 
(Zea+Viol+Neo per Chl a+Phytin a) (p<0.05) were highest under UVA+PAR radiation, 
while the proportion of Neo (Neo per Chl a+Phytin a) was highest under PAR radiation 
(p<0.01). 
A square transformation was performed on Daphnia body length to achieve 
normality and homogeneity of variances. There were no statistically significant 
differences among the various treatments (RM-ANOVA; Light F10,21=0.514; p>0.05; 
Diet F20,42=0.885; p>0.05; Light*Diet F20,42=0.948; p>0.05). On the other hand, although 
experimental data suggested that Daphnia fed with diet 3 (AST) would become 
primiparous later than Daphnia feeding on the other diets (Fig.1a), MANOVA analysis 
showed that there was no significant difference (Light F1,30=1.000; p>0.05; Diet 
F2,30=1.030; p>0.05; Light*Diet F2,30=0.703; p>0.05). Data concerning length of the 
primiparous females (Fig.1b) were transformed to -1/x4 and analyzed with MANOVA, 
also showing no differences (Light F1,30=2.335; p>0.05; Diet F2,30=1.989; p>0.05; 
Light*Diet F2,30=0.696; p>0.05). 
CLS and the number of abortions (Fig. 2a.b) showed no trends according to the 
experimental treatments, and the log(x) transformed data of CLS (MANOVA; Light 
F1,30=0.045; p>0.05; Diet F2,30=0.084; p>0.05; Light*Diet F2,30=0.523; p>0.05) and 
square-root transformed data of number of abortions  (MANOVA; Light F1,30=1.167; 
p>0.05; Diet F2,30=0.710; p>0.05; Light*Diet F2,30=0.273; p>0.05), showed no significant 
differences between treatments. Consequently, the number of juveniles effectively born 
(number of eggs less number of abortions) also did not exhibit any statistically 
significant differences (Light F1,30=0.076; p>0.05; Diet F2,30=0.042; p>0.05; Light*Diet 
F2,30=0.080; p>0.05; square-root transformation). 
A square transformation was performed on the length of the juveniles from first 
and second clutch and the analysis did not reveal any trends according to the 
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experimental treatment (first clutch: Light F1,27=0.288; p>0.05; Diet F2,27=0.290; p>0.05; 
Light*Diet F2,27=0.989; p>0.05; second clutch: Light F1,18=0.292; p>0.05; Diet 
F2,18=0.906; p>0.05; Light*Diet F2,18=0.473; p>0.05), corroborating the graphical 
analysis (Fig. 3). The maximum number of clutch per treatment showed no differences 
(Light F1,30=0.260; p>0.05; Diet F2,30=0.087; p>0.05; Light*Diet F2,30=0.780; p>0.05) as 
well. 
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Fig. 1. a) Age (days) at which D. magna became primiparous and b) length of the 
primiparous females (mm).   1,2,3 – Light PAR; 4,5,6 – Light UVA+PAR. 1,4 – Diet 1 
(PAR); 2,5 – Diet 2 (UVA+PAR); 3,6 – Diet 3 (PAR+AST). Mean and standard 
deviation are based on six replicates. 
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Fig. 2. a) Average clutch size of D. magna and b) Average number of abortions.   1,2,3 
– Light PAR; 4,5, 6 – Light UVA+PAR. 1,4 – Diet 1 (PAR); 2,5 – Diet 2 (UVA+PAR); 3,6 
– Diet 3 (PAR+AST). Error bars indicate standard deviation for the average of six 
replicates. 
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Fig. 3. Length of a) the first clutch juveniles of D. magna and of b) the second clutch 
juveniles.   1,2,3 – Light PAR; 4,5,6 – Light UVA+PAR. 1,4 – Diet 1 (PAR); 2,5 – Diet 2 
(UVA+PAR); 3,6 – Diet 3 (PAR+AST). Mean and standard deviation are based on six 
replicates. 
 
Discussion  
The cultures of Chlamydomonas reinhardtii exhibited significant differences 
between samples under PAR and under UVA+PAR. The proportion of total carotenoids 
and proportion of Zea+Viol+Neo were significantly higher under UVA+PAR, which may 
to be an adaptation to UVA stress. Carotenoids are antioxidants that have several 
functions in photosynthetic systems: They act as (i) accessory light-harvesting 
pigments, (ii) quenchers of triplet state chlorophyll, and (iii) quenchers of singlet oxygen 
(1O2) (Pfündel & Bilger, 1994; Young et al., 1997; Polívka et al., 1999). The last two are 
useful to face the harmful UVA radiation. 
The proportion of Zea and proportion of Viol were significantly higher under 
UVA+PAR, which is in accordance with the existing bibliography. Zea may be formed 
in Chlorophyceae from Viol (via antheroxanthin) to protect algae’s photosystem II in 
periods of high light intensity, and this reaction is reversed under low light levels. This 
reversible sequence of two independent reactions is termed the xanthophyll cycle, or 
violaxanthin cycle (Demming-Adams & Adams, 1996; Young et al., 1997; Polívka et al., 
1999).  
Proportion of Neo was higher under PAR. Experiments in plants with 
radiochemically purified 14C-Neo have revealed its transformation into Viol, Lut, and 
βCar and has been suggested that Neo has a role in pools in Zea production (Saakov, 
2005). So it is possible that Neo concentrations are lower under UVA+PAR because 
this carotenoid was necessary to the xanthophyll cycle. 
Proportion of Phytin a was higher under UVA which suggests that Chl a 
b 
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underwent some destruction. On the other hand, proportion of Chl b relative to Chl a 
was higher under PAR, suggesting that there was either some destruction of Chl b 
under UVA or the algae shifted their resources from Chl b to carotenoids, in the 
presence of UVA, thus increasing photoprotection. 
 During this study the analyzed life-cycle parameters of D. magna did not show 
any trend, according to light type exposure or diet. Previous work in this laboratory with 
Daphnia obtusa Kurz, 1874 detected small differences in clutch size and maximum 
number of clutches, but D. magna did not follow this way. According to Alonso 1996, D. 
magna species can be found in shallow waters, in arid regions, with high exposal to 
sun’s radiation, so D. magna can actually have adapted in a way to avoid UVA harmful 
effects. One can not be too much surprised since it is known that D. magna has the 
ability to photorepair UVR damage (Williamson et al., 2001), and several authors 
suggested that response to UVA is species specific (Hessen et al., 1997; Vinebrooke & 
Leavitt, 1999; Lacuna & Uye, 2000; Leech & Williamson, 2000). In addition, Hessen & 
Van Donk's, 1994, demonstrated that D. magna is relatively insensitive to UVB, and is 
likely that the same behavior is extended to UVA.  
 On the other hand, this study clearly shows that algae were affected by UVA, 
although D. magna did not seem to be affected by the diet with UVA stressed algae. 
This great resistance of D. magna to UVA is likely to have intense effects in the way 
natural communities interact, since this species can be highly competitive under 
stressing conditions. Astaxanthin also had no effect on D. magna, but then if this 
species is so resistant to UVA, the powerful antioxidant activity of astaxanthin probably 
would not be necessary.  
Conclusions 
This study demonstrated that astaxanthin supplied as food has no effect on 
ecological success of D. magna although, to understand the effect of this pigment in 
relation to other daphniids, more studies would be needed. However, the results of this 
experiment are important to increase our actual knowledge about the effects of UVA on 
phytoplankton and zooplankton communities.  
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Considerações finais 
As culturas de Chlamydomonas reinhardtii que cresceram sob radiação 
PAR+UVA possuem um conteúdo mais elevado em pigmentos carotenóides por 
unidade de biomassa (clorofila a) do que as algas crescidas sob radiação PAR. Tais 
diferenças revelam uma possível adaptação à UVA através do incremento do 
conteúdo de pigmentos carotenóides envolvidos directamente na protecção dos 
fotossistemas das algas. 
Com este estudo esperava-se que as Daphnia revelassem maior sucesso, nos 
vários parâmetros, sob a luz PAR em comparação com a luz UVA+PAR e que, dentro 
deste tipo de radiação, revelasse piores resultados com a dieta 2 (PAR+UVA) e 
resultados superiores com a dieta 3 (AST). A D. obtusa revelou pequenas diferenças 
em relação ao número médio de ovos por ninhada e em relação ao número máximo de 
ninhadas por tratamento; contudo, estas diferenças não têm significância estatística. 
Por outro lado, a D. magna não revelou quaisquer diferenças em qualquer parâmetro. 
Isto sugere que a D. magna, apesar de surgir em habitats altamente propensos aos 
malefícios da radiação UVA, se encontra perfeitamente adaptada à mesma. Por outro 
lado, vários autores sugerem que as respostas aos UVA são específicas de cada 
espécie (Hessen et al., 1997; Vinebrooke & Leavitt, 1999; Lacuna & Uye, 2000; Leech 
& Williamson, 2000) e Hessen & Van Donk, 1994, inclusivamente demonstraram que a 
D. magna é relativamente insensível à UVB, sugerindo que também será relativamente 
insensível à UVA. Apesar das algas terem sido claramente afectadas pela radiação 
UVA, a D. magna não sofreu consequências negativas quando alimentada com a dieta 
de algas crescidas sob UVA+PAR. A grande resistência à UVA demonstrada por esta 
espécie sugere que no seu habitat natural a D. magna pode ser muito competitiva em 
relação aos restantes organismos. O facto de D. obtusa ter apresentado uma ligeira 
sensibilidade à UVA e a D. magna se ter revelado completamente insensível à mesma 
radiação é concordante com a possibilidade de as várias espécies terem diferentes 
sensibilidades à UVA. 
Atendendo à resposta das duas espécies estudadas não é possível tirar 
conclusões muito objectivas quanto ao papel da astaxantina no sucesso ecológico 
deste género. Se, por um lado, este carotenóide não teve qualquer impacto na D. 
magna, já a D. obtusa mostrou uma tendência para produzir mais ovos quando 
alimentada com este pigmento, sendo necessários mais estudos para clarificar a 
questão. Contudo, os resultados destas experiências foram importantes para aumentar 
o conhecimento actual em relação aos efeitos da radiação UVA sobre as comunidades 
de fitoplâncton e zooplâncton. 
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Anexos 
Anexo I 
Fotos de locais de recolhas no campo 
 
 
 
Imagem 1 e 2. Lagoa no Parque Florestal de Monsanto, na área restrita do Espaço 
Biodiversidade. 19 Dezembro 2008, Liliana Costa. 
1 
2 
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Imagem 3 e 4. Charcos na zona das salinas de Alverca do Ribatejo. 26 Fevereiro 
2009, Liliana Costa. 
A 
A 
3 
4 
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Anexo II 
Optimização do meio de cultura para as espécies autóctones 
 
 Para realizar a optimização das culturas de algas testaram-se cinco meios de 
cultura diferentes, sendo um deles o meio de cultura WC (modificado por Guillard e 
Lorenzen, 1972, 1975; Nichols, 1973) e os restantes o meio de cultura WC com uma 
adaptação quantitativa a nível de um determinado nutriente (ver tabela 1). Inoculou-se 
2 mL de uma cultura de Fragilaria sp. (em meio WC original) em erlenmeyers com 100 
mL de cada meio de cultura. As culturas foram sujeitas a radiação PAR (Fluora, 18 W, 
590mm, Osram) e acompanhadas durante 17 dias. De quatro em quatro dias analisou-
-se a concentração de clorofila a nas culturas, pelo método fluorimétrico 
(Spectrofluorometer Jasco FP-750, Japão, excitação λ=420 nm, emissão λ=675 nm), 
após a filtragem das algas (Glass microfibre filters GF/F Cat. Nº1825-025, Whatman 
Ltd. England) e extracção (no escuro) em 100% metanol (Wetzel & Likens, 1990). 
 
Tabela 1. Os cinco diferentes meios de cultura WC testados na optimização do meio 
de cultura para as espécies autóctones. 
Nº Meio 
1 WC original 
2 WC com duas vezes mais a concentração original de Ferro 
3 WC com três vezes mais a concentração original de Ferro 
4 WC com duas vezes mais a concentração original de Sílica 
5 WC com duas vezes mais a concentração original de Ferro e Sílica 
 
Para cumprir os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados, 
teve de se proceder à transformação dos mesmos. Foram testadas as transformações 
logarítmica, raiz quadrada, raiz cúbica, inversa e quadrado, sendo a última a mais 
adequada. Realizando uma “Repeated measures ANOVA” no programa Statistica7, 
concluiu-se que não existem diferenças significativas entre os meios de cultura 
testados (F16,22=1,558; p>0,05). 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
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Anexo III 
Curvas de Crescimento das culturas de Carteria sp. e Chlamydomonas reinhardtii. 
 
 
Figura 1. Curva de crescimento de Carteria sp. 
 
 
 
Figura 2. Curva de crescimento de Chlamydomonas reinhardtii. 
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Anexo IV 
Resultados da experimentação com D. obtusa. 
 
Os dados analisados referem-se a três réplicas, cada uma com uma duração 
de 20 dias. Os gráficos foram realizados no programa Microsoft Exel 2007TM e os 
testes estatísticos foram obtidos com o programa StatSoft Statistica7TM. 
Os parâmetros analisados durante a experiência foram o comprimento do 
corpo da Daphnia, a idade e comprimento das primíparas, o número de ovos 
partenogenéticos, o número de ovos abortados, o comprimento dos juvenis das 
primeiras e segundas ninhadas e o número máximo de ninhadas por tratamento. 
 
 Comprimento das D. obtusa 
Luz PAR
0
0,4
0,8
1,2
1,6
2
2,4
2 4 6 9 11 13 16 18 20
Dias
C
o
m
p
ri
m
e
n
to
 (
m
m
)
PAR
UVA+PAR
AST
Luz UVA + PAR
0
0,4
0,8
1,2
1,6
2
2,4
2 4 6 9 11 13 16 18 20
Dias
C
o
m
p
ri
m
e
n
to
 (
m
m
)
PAR
UVA+PAR
AST
 
Figura 1. Comprimento do corpo das fêmeas de D. obtusa, crescidas sob luz PAR e 
UVA+PAR e alimentadas com uma dieta de algas crescidas sob luz PAR e UVA+PAR. 
A dieta AST indica algas crescidas sob luz PAR a que foi adicionado o pigmento 
astaxantina. Os valores apresentados são as médias de três réplicas (barras de erro 
indicam + 1 desvio padrão). 
a 
b 
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Para cumprir os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados, 
teve de se proceder à transformação dos mesmos. Foram testadas as transformações 
logarítmica, raiz quadrada, raiz cúbica, inversa e quadrado, sendo que a elevação dos 
dados à sexta potência foi a melhor transformação conseguida. Realizando uma 
“Repeated measures ANOVA” concluiu-se que não existem diferenças significativas 
entre os tratamentos (Luz F9,3=1,274; p>0,05; Dieta F18,6=0,507; p>0,05; Luz*Dieta 
F18,6=0,323; p>0,05). 
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Figura 2. a) Idade das primíparas e b) comprimento das primíparas de D. obtusa. 1,2,3 
– Luz PAR; 4,5,6 – Luz UVA+PAR. 1,4 – Dieta 1 (PAR); 2,5 – Dieta 2 (UVA+PAR); 3,6 
– Dieta 3 (PAR+AST). São apresentadas as médias e os desvios padrão, baseados 
em três réplicas. 
 
 
a 
b 
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Há uma tendência para as Daphnia atingirem o estádio de primípara mais cedo 
quando se alimentam de uma dieta contendo astaxantina sob ambos os tratamentos 
de radiação, mas essas diferenças não são estatisticamente significativas (MANOVA; 
Luz F1,12=0,090; p>0,05; Dieta F2,12=0,545; p>0,05; Luz*Dieta F2,12=0,196; p>0,05). 
Para cumprir os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados 
do comprimento das primíparas, teve de se proceder à transformação dos mesmos. 
Foram testadas as transformações logarítmica, raiz quadrada, raiz cúbica, inversa e 
quadrado, sendo a inversa a melhor transformação conseguida. Embora as Daphnia 
alimentadas com a dieta de algas expostas a radiação PAR+UVA exibirem uma 
tendência para terem um maior comprimento quando atingem o estádio de primíparas, 
a análise dos dados transformados relevou que não existem diferenças significativas 
entre os tratamentos (MANOVA; Luz F1,12=0,177; p>0,05; Dieta F2,12=2,272; p>0,05; 
Luz*Dieta F2,12=0,726; p>0,05). 
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Figura 3. Número de ovos produzidos por ninhada de D. obtusa. 1,2,3 – Luz PAR; 
4,5,6 – Luz UVA+PAR. 1,4 – Dieta 1 (PAR); 2,5 – Dieta 2 (UVA+PAR); 3,6 – Dieta 3 
(PAR+AST). São apresentadas as médias e os desvios padrão, baseados em três 
réplicas. 
 
Para cumprir os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados, 
teve de se proceder à transformação dos mesmos. Foram testadas as transformações 
logarítmica, raiz quadrada, raiz cúbica, inversa e quadrado, sendo a última a melhor 
transformação conseguida. Realizando uma MANOVA concluiu-se que não existem 
diferenças significativas entre os tratamentos (Luz F1,12=3,258; p>0,05; Dieta 
F2,12=2,135; p>0,05; Luz*Dieta F2,12=0,037; p>0,05). É de salientar que para um α de 
10% existe significância para a luz, tendo as Daphnia colocado em média mais ovos 
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sob a luz PAR do que quando é exposta a radiação PAR+UVA. Por outro lado, 
observando o gráfico, pode observar-se uma tendência, embora sem significância 
estatística, para as Daphnia alimentadas com a dieta 3 (AST) produzirem mais ovos 
relativamente às Daphnia expostas ao mesmo tipo de luz e alimentadas com as 
restantes dietas. 
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Figura 4. Comprimento dos juvenis de D. obtusa. a) Primeiras ninhadas; b) segundas 
ninhadas. 1,2,3 – Luz PAR; 4,5,6 – Luz UVA+PAR. 1,4 – Dieta 1 (PAR); 2,5 – Dieta 2 
(UVA+PAR); 3,6 – Dieta 3 (PAR+AST). São apresentadas as médias e os desvios 
padrão, baseados em três réplicas. 
 
Para cumprir os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados, 
teve de se proceder à transformação dos mesmos. Foram testadas as transformações 
logarítmica, raiz quadrada, raiz cúbica, inversa e quadrado, sendo a transformação 
a 
b 
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logarítmica a que mais se adequou em ambos os casos. Os dados foram analisados 
com uma MANOVA e concluiu-se que não existem diferenças significativas entre os 
tratamentos para qualquer das ninhadas (primeira ninhada: Luz F1,10=0,002; p>0,05; 
Dieta F2,10=0,140; p>0,05; Luz*Dieta F2,10=0,743; p>0,05; segunda ninhada: Luz 
F1,6=0,027; p>0,05; Dieta F2,6=0,364; p>0,05; Luz*Dieta F2,6=1,211; p>0,05). 
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Figura 5. Média do número máximo de ninhadas por réplica, produzidas por D. obtusa. 
1,2,3 – Luz PAR; 4,5,6 – Luz UVA+PAR. 1,4 – Dieta 1 (PAR); 2,5 – Dieta 2 
(UVA+PAR); 3,6 – Dieta 3 (PAR+AST). São apresentadas as médias e os desvios 
padrão, baseados em três réplicas. 
 
Para cumprir os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados, 
teve de se proceder à transformação dos mesmos. Foram testadas as transformações 
logarítmica, raiz quadrada, raiz cúbica, inversa e quadrado, sendo que o quadrado foi 
a melhor transformação conseguida. Realizando uma MANOVA concluiu-se que não 
existem diferenças significativas entre os tratamentos (Luz F1,12=0,040; p>0,05; Dieta 
F2,12=2,729; p>0,05; Luz*Dieta F18,6= F2,12=0,174; p>0,05), ainda que pelo gráfico 
parece-se existir uma tendência para as Daphnia alimentadas com a dieta 3 
produzirem mais ninhadas.  
 
 
Nota: Esta espécie apenas registou 8 abortos na terceira réplica, na luz PAR e dieta 
PAR, num dia pontual, como tal não foi feita nenhuma análise estatística. 
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